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Giardia intestinalis (sin. G. lamblia ou G. duodenalis) é um protozoário anaeróbio 
flagelado eucariótico. O parasita produz uma das mais frequentes diarreia de veiculação 
hídrica em todo o mundo, a giardíase. Giardia possui um ciclo monogênico e duas formas 
evolutivas: cistos e trofozoítos. Esse protozoário infecta a maioria dos mamíferos, 
incluindo o homem. Quando infecta o hospedeiro coloniza o intestinal delgado, aderindo-
se as células intestinais. O mecanismo pelo qual Giardia intestinalis causa diarreia e má 
absorção intestinal é multifatorial. No entanto os mecanismos da patogenicidade 
permanecem desconhecidos. O tratamento convencional da doença é realizado com 
metronidazol ou albendazol, porém esses medicamentos são tóxicos para o organismo 
e apresentam diversos efeitos colaterais. Além disso, vários estudos têm reportado casos 
de resistência dos parasitas. Uma estratégia de tratamento atual é combinar drogas com 
polímeros, macromoléculas ou polissacarídeos. Aqui testamos o efeito do polissacarídeo 
extraído da camomila a qual possui ação anti-inflamatória e é popularmente usada para 
distúrbios gastrointestinais. Apresentamos aqui dados sobre a suscetibilidade de G. 
intestinalis aos dois fármacos albendazol (ABZ) e nitazoxanida (NTZ) na presença de 
polissacarídeo extraído da camomila. Vimos que a combinação de 250 µg de camomila 
com albendazol ou nitazoxanida tornou a ação do medicamento mais eficaz. Além disso, 
observamos que a combinação das drogas com o polissacarídeo impediu os parasitas 
de se recuperarem e reestabelecerem uma nova curva de crescimento, gerando a  
possibilidade de tratamentos mais eficazes e menos tóxicos do que os atuais. 
Palavras-chave: Giardia intestinalis, sinergismo, polissacarídeos, drogas 






Giardia intestinalis (syn. G. lamblia or G. duodenalis) anaerobic eukaryotic flagellate 
protozoan. The parasite produces one of the most frequent waterborne diarrhea in the 
world, giardiasis. Giardia has a monogenic cycle and two evolutionary forms: cysts and 
trophozoites. This protozoan infects most mammals, including man. When it infects the 
host, it colonizes the small intestinal, adhering to the intestinal cells. The mechanism by 
which Giardia intestinalis causes diarrhea and intestinal malabsorption is multifactorial. 
However, the mechanisms of pathogenicity remain unknown. Conventional treatment of 
the disease is performed with metronidazole or albendazole, but these drugs are toxic to 
the body and have several side effects. Furthermore, several studies have reported cases 
of parasite resistance. A current treatment strategy is to combine drugs with polymers, 
macromolecules, or polysaccharides. Here we test the effect of polysaccharides extracted 
from chamomile, which has anti-inflammatory action and is popularly used for 
gastrointestinal disorders. We present here data on the susceptibility of G. intestinalis to 
the two drugs albendazole (ABZ) and nitazoxanide (NTZ) in the presence of 
polysaccharides extracted from chamomile. We saw that the combination of 250 µg of 
chamomile with albendazole or nitazoxanide made the drug's action more effective. 
Furthermore, we observed that the combination of the drugs with the polysaccharide 
prevented the parasites from recovering and re-establishing a new growth curve, 
generating the possibility of more effective and less toxic treatments than the current 
ones. 
Keywords: Giardia intestinalis, synergism, polysaccharides, antiparasitic drugs, 
alternative treatment, chamomile.  
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Giardia intestinalis (sin. Giardia lamblia, Giardia duodenalis) é um protozoário 
flagelado que em hospedeiros mamíferos localiza-se no intestino delgado. É agente 
causador de uma das doenças diarreias parasitárias mais comuns em todo o 
mundo, a giardíase (Adam, 2001). Estima-se 280 milhões de infecções anualmente, 
os casos ocorrem predominantemente nos países em desenvolvimento com 
condições sanitárias precárias (EINARSSON; MA’AYEH; SVÄRD, 2016; 
KULAKOVA et al., 2014).  
Esse parasita tem dois estágios evolutivos em seu ciclo de vida, cisto e 
trofozoítos. A transmissão ocorre através da ingestão de cisto com água ou 
alimentos contaminados ou por meio de contato fecal-oral direto. O trofozoíto é a 
forma vegetativa e se replica no intestino delgado (ADAM, 2001). As infecções de 
Giardia frequentemente ocorrem sem sintomas ou são autolimitantes. Quando 
presentes, os sinais clínicos podem incluir náusea, perda de peso, inchaço, dor 
abdominal e diarreia (COTTON et al., 2011; ANKARKLEV et al., 2010).  
A fisiopatologia da giardíase é multifatorial e envolve processos parasitários, 
hospedeiros, alimentares, além de processos imunológicos e fatores ambientais 
(BURET et al., 2015). Existem medicamentos convencionais com diferenças na 
eficácia  no tratamento da giardíase. Os compostos mais usados são  derivados de 
5-nitroimidazóis (5-NIs) e benzimidazóis (BIs), quinacrina, furazolidona, 
paromomicina e nitazoxanida (LALLE; HANEVIK, 2018). Esses agentes têm modos 
de ações distintas e envolvem uma variedade de marcação e mecanismos de 
processamento que afetam os processos celulares do trofozoíto (ARGÜELLO-
GARCÍA et al., 2020). Paromomicina e quinacrina são eventualmente usados para 
tratar a giardíase, mas apresentam limitações devido à baixa eficácia e alta 
toxicidade (ESCOBEDO E CIMERMAN, 2007). A eficácia do tratamento com 
metronidazol varia entre 73 a 100% e de 79 a 100% para albendazol (GARDNER E 
HILL, 2001; SOLAYMANI-MOHAMMADI et al., 2010). No entanto, esses agentes 
estão frequentemente associados a efeitos colaterais adversos e falhas 




quimioterapia, imunossupressão, deficiência imunológica, reinfecção ou resistência 
a medicamentos aos compostos relacionados ao metronidazol (LEITSCH, 2015; 
LALLE; HANEVIK, 2018; UPCROFT; UPCROFT, 2001). Portanto, há um interesse 
crescente em buscar novas estratégias e desenvolvimento de agentes contra 
Giardia, não tóxicos e que não causem resistência dos parasitas (NASH et al., 
2001).  
A combinação de substâncias com efeito sinérgico tem sido utilizadas para 
aumentar eficiência e diminuir os efeitos colaterais das drogas antigiardiais 
(VELÁZQUEZ-OLVERA et al., 2016). 
 Recentemente, estudos tem demonstrado que os polissacarídeos, 
polímeros de alto peso molecular de diferentes estruturas e funções, extraídos de 
produtos naturais possuem efeitos terapêuticos e propriedades benéficas, como 
atividade antitumoral, atividade antioxidante, atividade anticoagulante, atividade 
antidiabética, atividade antiviral e imunomoduladora (CHO et al., 2015; LI et al., 
2012; LI et al., 2012; SHI, 2016; WANG et al., 2016). Portanto, esse trabalho tem 
como objetivo avaliar a combinação dos polissacarídeos e drogas antiparasitas, que 
poderiam aumentar a eficiência e diminuir a toxicidade dos compostos 





2 REVISÃO DE LITERATURA 
2.1 Giardia   
Giardia intestinalis (sin. G. duodenalis ou G. lamblia) é um microrganismo 
anaeróbico unicelular, flagelado e eucariótico. É agente etiológico da giardíase, 
conhecido como diarreia do viajante, uma das mais comuns infecções 
parasitárias que causam diarreia e afetam milhares de pessoas no mundo todo 
(ANKARKLEV et al., 2010). Este parasita quando infecta o hospedeiro habita o 
intestino de diversos vertebrados, como aves, anfíbios, mamíferos, incluindo 
humanos (ADAM, 2001).  
Estima-se que ocorram anualmente, em todo o mundo, cerca de 280 
milhões de novos casos (LANE & LLOYD, 2002). Em 2004, a giardíase, em 
função de seu potencial zoonótico e propagação antroponótica, foi incluída pela 
Organização Mundial de Saúde (OMS) no grupo das em Doenças Tropicais 
Negligenciadas (SAVIOLI et al, 2006). Essa doença têm uma forte prevalência  
em países em desenvolvimento com condições sanitárias precárias, sobretudo 
relacionadas ao tratamento de água e esgoto (EINARSSON, MA’AYEH, 
SVÄRD, 2016).  
Este protozoário, taxonomicamente pertence ao Reino Protista, Sub-reino 
Protozoa, Filo Sarcomastigophora, Subfilo Mastigophora, Classe 
Zoomastigophora, Ordem Diplomonadida e Família Hexametidae. Atualmente 
classificado como parte do supergrupo Excavata (ANKARKLEV et al., 2010). 
O parasita é classificado em oito grupos (A – H) geneticamente distintos, 
denominados assemblages (sin. genótipos; grupos) no entanto são 
morfologicamente idênticos (CACCIÒ E RYAN, 2008). A prevalência de cada 
genótipo varia de país para outro e parece ter um hospedeiro específico 
(CACCIÒ et al., 2005; FENG E XIAO, 2011). Os genótipos A e B, considerados 
zoonóticos  são grupos geneticamente diversos e, por esse motivo são divididos 
em subgrupos. As assemblages C e D foram identificadas em cães, gatos, 
coiotes e lobos, assemblages E em bovinos, ovelhas, cabras, porcos, búfalos e 




Nesselquist e colaboradores (2010) divulgaram o conjunto H, identificado em 
focas (Halichoerus grypus) e gaivotas (Larus argentatus). 
 
TABELA 1 – ESPÉCIES E ASSEMBLAGES DE Giardia intestinalis E SEUS PRINCIPAIS 
HOSPEDEIROS. 
 
Espécies/ assemblages Hospedeiro 
Assemblage A Humanos, primatas, ruminantes 
domésticos e selvagens, alpacas, 
suínos, cavalos, cães domésticos e 
selvagens, gatos, furão, roedores, 
marsupiais 
Assemblage B Humanos, primatas, gados, cães, 
cavalos, coelhos, roedores 
silvestres 
Assemblage C Cães, gatos, coiotes e lobos 
Assemblage D Cães, gatos, coiotes e lobos 
Assemblage E Bovinos, ovelhas, cabras, porcos, 
búfalos e muflons 
Assemblage F Gatos 
Assemblage G Ratos 
Assemblage H Focas e gaivotas 
FONTE: FENG E XIAO (2011). 
2.2 HISTÓRICO  
 A taxonomia e classificação do parasita tem sido aceitas de acordo com a 
origem do hospedeiro ou por aspectos morfológicos (ADAM, 2001). De acordo com 
Dobell (1920), o protozoário foi inicialmente descrito em 1861 por Van 
Leeuwenhoek, ao examinar suas próprias amostras de fezes diarreicas no 
microscópio. Uma descrição mais detalhada do parasito foi realizada por Lambl, em 
1859, que o classificou dentro do gênero Cercomonas e denominou a espécie de 




ocorreu em 1879, por Grassi, que identificou os cistos nas fezes de roedores, 
porém, acreditou que eram estruturas provenientes de coccídios (MEYER E 
JARROL, 1980). A nomenclatura de Giardia foi utilizada primeiramente por Kunstler 
em 1882, que descreveu um organismo encontrado em anfíbio (provavelmente 
Giardia agilis); e seis anos após, Blanchard sugeriu o nome Lamblia intestinalis. 
Finalmente, em 1902, Stiles alterou o nome do parasito para G. duodenalis. Porém, 
Kofoid e Cristiansen propuseram o nome G. lamblia em 1915 e Giardia entérica em 
1920, respectivamente. Atualmente, a nomenclatura aceita para a espécie é G. 
duodenalis, G. lamblia ou G. intestinalis (MONIS et al., 2009). 
2.3 EPIDEMIOLOGIA  
Em países desenvolvidos, estima-se que a prevalência da giardíase seja de 
2-5% na população, enquanto nos países em desenvolvimento, a prevalência 
estimada da doença é de 20-30% (SOUSA et al., 2006).  
Giardia é um dos principais agentes etiológicos, com exceção de alguns vírus 
e bactérias, responsável por doenças diarreicas em humanos (LALLE, 2010). Em 
crianças na faixa de 0-2 anos, é o protozoário intestinal mais  frequente. Em crianças 
de 12 meses a 24 meses, nativas de países em desenvolvimento, é o segundo 
agente etiológico mais frequente em amostras de fezes diarreicas e não diarreicas, 
ficando atrás apenas de Campylobacter spp. Já em crianças de 0-11 meses, Giardia 
é o quarto agente etiológico mais frequente em amostras de fezes diarreicas e não 
diarreicas, também ficando atrás apenas de Campylobacter spp., Escherichia coli 
enteroagregativa e norovírus (PLATTS-MILLS et al., 2015). A prevalência tende a 
aumentar durante a infância e declina durante a adolescência (FARTHING, 1996). 
No Brasil, a giardíase é encontrada em todas as regiões. Entretanto, não 
existe uma investigação nacional que apresente as prevalências da infecção no 
país. Os dados disponíveis são frutos de estudos individuais e seccionais 
predominantemente na região sudeste, onde as prevalências podem alcançar cifras 
de 78,3% e 69,6%, como relatados em estudos realizados em Minas Gerais e São 




também foram encontradas nos estados do Maranhão, Amapá, Sergipe e Paraná 
(COELHO et al. 2017).  
Um estudo sobre a prevalência da giardíase em Botucatu, São Paulo, uma 
das pesquisas revelou que crianças que frequentavam creches, em que estudos 
sobre a prevalência de giardíase revelaram positividade para G. intestinalis em 
cerca de 26,9% das crianças (DE CARVALHO et al., 2006).  
No estado do Paraná, Pittneret al. (2007) pesquisaram a presença de 
enteroparasitose em crianças de uma comunidade da cidade de Guarapuava. Por 
meio de exames de fezes, foi identificada a presença de G. intestinalis em 50,73% 
das amostras.  
2.4 BIOLOGIA DO PARASITA  
Esse parasita  já foi considerado um dos primeiros eucariotos divergentes, 
por apresentar algumas características estruturais únicas, como: 1) ausência de 
algumas organelas celulares comuns entre os eucariotos (por exemplo, mitocôndria, 
peroxissomos) e um sistema de endomembranas pouco desenvolvido; 2) as vias 
metabólicas do tipo procarionte; 3) Divergência genômica. Devido as peculiaridades 
celulares, bioquímicas e genômicas esse modelo foi considerado um “fóssil 
biológico” (YE et al., 2017; EMBLEY et al, 2003). Entretanto, a ausência de 
mitocôndria foi amparada pela descoberta de genes nucleares de ascendência 
mitocondrial em Giardia e a identificação de organelas mitocondriais 
remanescentes em protistas amitocondriais (TOVAR et al., 2003); a semelhança 
metabólica com os procariontes evidenciou ser resultado da transferência horizontal 
de genes; e a posição basal sobre a estrutura molecular na árvore filogenética 
atribuída em decorrência da atração por ramos longos (YE et al., 2017). Isso ampara 
a ideia de que Giardia provavelmente não é um eucarioto primitivo primário, mas 
reduzido secundariamente (CERNIKOVA et al., 2018). 
Diferentemente de outros eucariotos, que metabolizam os carboidratos de 
forma aeróbica, as espécies de Giardia, Trichomonas e Entamoeba utilizam o 
metabolismo fermentativo (inclusive na presença de oxigênio) para obtenção de 




apenas da fosforilação oxidativa ao nível de substrato (ADAM, 2001; GILLIN et al, 
1996). O nível de fosforilação do substrato modula a glicólise e a geração de ATP 
A conversão do piruvato a acetilcoenzima A é catalisada pela enzima piruvato 
ferredoxina oxirredutase, que utiliza a ferredoxina e NAD+ (nicotinamida adenina 
dinucleotídeo) como aceptor de elétrons. O complexo enzimático piruvato 
ferredoxina oxidorredutase (PFOR) e a proteína ferredoxina são essenciais para a 
produção de energia em micro-organismos anaeróbicos. A glicose não é totalmente 
oxidada formando acetato, alanina, etanol e CO2. O balanço final dos produtos é 
dependente da tensão de O2 e da concentração de glicose no meio. Assim como os 
carboidratos, os aminoácidos são importantes componentes no metabolismo 
energético do parasita (ADAM, 2001). 
Alguns patógenos, incluindo Giardia utilizam mecanismos diferentes para 
mudar a expressão de seus antígenos de superfície para manter infecções crônicas 
sob a pressão imune contínua gerada por seus hospedeiros, esse mecanismo é 
conhecido como variação antigênica. Em Giardia, a variação antigênica é 
responsável pela variável e/ou persistência curso de algumas infecções, bem como 
a propensão a múltiplas reinfecções, e envolve uma família de proteínas variáveis 
de superfície (VSP, na sigla em inglês). Os VSPs cobrem toda a superfície do 
trofozoíto e são os principais antígenos reconhecidos por o sistema imunológico do 
hospedeiro. Os VSPs variam em tamanho de 30kDa a 200kDa; eles possuem uma 
região amino-terminal variável rica em cisteína e uma região carboxi-terminal que 
inclui uma transmembrana hidrofóbica domínio e cauda citosólica curta. O genoma 
do parasita codifica um repertório de cerca de 190 genes VSP, mas apenas um VSP 
é expresso a qualquer dado tempo na superfície de trofozoítos individuais. Mudando 
para a expressão de outro VSP ocorre uma vez a cada 6 a 13 gerações, mesmo em 
a ausência de pressão imunológica. Semelhante à maioria dos outros genes de 
Giardia, os genes VSP não possuem íntrons e suas 59 regiões a montante são 
relativamente curtas. Além disso, não existem promotores eucarióticos típicos 
presentes nessas regiões. Até agora, nem os processos de rearranjo de genes nem 
mecanismos de ativação/desativação dependentes do promotor foram 




expressão de VSP envolve um sistema compreendendo RNA polimerase 
dependente de RNA, Dicer e Argonaute, componentes conhecidos do mecanismo 
de interferência de RNA. Os clones que expressam um único antígeno de superfície 
transcrevem eficientemente vários genes de VSP, mas apenas acumulam 
transcritos que codificam o VSP a ser expresso. A detecção de RNAs antisenso  
correspondentes aos genes VSP e pequenos RNAs do gene silenciado, mas não 
para o VSP expresso, implica a via de interferência do RNA na variação antigênica 
(PRUCCA et al., 2008). 
2.4.1 ESTRUTURA DOS TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis 
Os trofozoítos de G. intestinalis são formas replicativa e não invasivas que 
aderem na mucosa do intestino delgado e são responsáveis pelas manifestações 
clínicas da doença. Apresentam uma forma piriforme, arredondada na região 
anterior e afilado na região caudal, medem de 10 a 20 μm de comprimento por 5 a 
15 μm de largura e 4 μm de espessura (GILLIN et al, 1996; ADAM, 2001) (FIGURA 
1). 
FIGURA 1  - MORFOLOGIA DOS TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis. 
 
FONTE: Adaptado de Ankarklev et al. (2010). 
Para a fixação no epitélio intestinal do hospedeiro, o trofozoíto possui um 
citoesqueleto complexo que determina o formato do parasito e âncora os quatro 
pares de flagelos presentes no corpo celular onde emergem ventralmente, anterior-




disco ventral. Os corpos basais são os sítios de onde geram os flagelos. Os flagelos 
são fundamentais para sobrevivência do parasito no hospedeiro, uma vez que 
promovem a mobilidade dos trofozoítos e auxiliam no processo de ligação mecânica 
entre o trofozoíto e os enterócitos no intestino (ADAM, 2001). Além das estruturas 
citadas, os trofozoítos de G. intestinalis possuem, dois axonemas de flagelo e o 
material genético deste parasito está dividido em dois núcleos, dois nucléolos 
ovalados, rodeados por envelopes nucleares, com replicação simultânea, medidas 
de 1 mm de diâmetro cada, localizados na metade anterior da célula, com divisão 
por bipartição (SOLARI et al., 2003). Os dois corpos medianos presentes em 
formato de vírgula, são componentes do citoesqueleto, equivalentes a uma 
estrutura desordenada de microtúbulos posterior aos dois núcleos (ELMENDORF; 
DAWSON; MCCAFFERY, 2003; DAWSON et al., 2010). No lado anterior ventral 
dos trofozoítos, a estrutura conhecida por disco ventral ou  disco adesivo, também 
compõe o citoesqueleto, estando ligada à membrana plasmática por pequenas 
fibras compostas por ᾳ e β tubulina, proteínas contráteis e proteínas da família das 
giardinas (α- giardina, β- giardina, ɣ- giardina e δ- giardina). Um dos papeis do disco 
ventral está relacionado à sucção promovida para aderência dos trofozoítos no 
epitélio das microvilosidades intestinais (SOLARI et al., 2003; BENCHIMOL, 2004). 
No citoplasma são encontrados também, de forma homogênea, vesículas 
periféricas, lisossomos, ribossomos e grânulos de glicogênio distribuídos na região 
dorsal da célula. O retículo endoplasmático é projetado da região perinuclear até a 
região das vesículas periféricas do dorso da célula (MAIA et al., 2008). 
 
2.4.2 ESTRUTURA DOS CISTOS DE G. intestinalis 
Os cistos de Giardia spp. são responsáveis pela propagação da infecção em 
novos hospedeiros. Quando maduro, o cisto possui um formato oval, medindo de 8 
a 12 µm de comprimento por 7 a 10 µm de largura, envolto por uma parede externa 
de aproximadamente 0,3 a 0,5 µm de espessura proporcionando resistência e o 
proteção a condições ambientais desfavoráveis. Dentro do cisto é possível 
visualizar 2 a 4 núcleos, corpos basais, corpos medianos e presença de grânulos 




FIGURA 2 – MORFOLOGIA DOS CISTOS DE G. intestinalis 
 
FONTE: Adaptado de Ankarklev et al. (2010). 
A forma cística é encontrada nas fezes diarreicas do hospedeiro e no meio 
ambiente, permanecendo viáveis até 60 dias na superfície da água com temperatura 
até 4°C e resistir aos processos de tratamentos de água mais simples (dióxido de 
cloro, cloraminas), devido a presença da parede cística (MONIS; ANDREWS; 
MAYRHOFER; EY, 2003).  
A camada interna dos cistos apresentam duas membranas que atuam na 
proteção do parasito, delimitando o espaço periplasmático. A parede externa 
contêm, componentes derivados do açúcar, principalmente galactosamina em 
forma de N-acetilgalactosamina (GalNAc) e proteínas originadas da parede do cisto 
(CWPs – do inglês “Cyst Wall Protein”) (KARR; JARROLL, 2004). As principais 
CWPs identificadas são: CWP1, CWP2 e CWP3, as quais possuem repetições ricas 
em leucina e resíduos de cisteína conservados. O cisto é composto de 60% de 
carboidratos e 40% de proteínas. As fortes interações entre os carboidratos dos 
açúcares e as CWPs fazem com que o mesmo resista à lise hipotônica, ao ácido 
gástrico e às inúmeras adversidades encontradas no ambiente externo, onde o 
metabolismo do cisto é desacelerado e o mantém dormente (LUJAN et al, 1997; 




2.4.3 CICLO BIOLOGICO DE G. intestinalis 
O protozoário Giardia tem um ciclo biológico bastante simples e apresenta 
dois estágios evolutivos diferentes: trofozoítos e cistos. Os trofozoítos são a forma 
replicativa e não infecciosa, presente no intestino delgado, enquanto os cistos, são 
a forma resistente do parasita, permitindo a sobrevivência condições ambientais 
diversas. A infecção de um hospedeiro inicia-se quando o cisto é ingerido com 
água contaminada ou, menos comumente, alimento ou por contato direto oral-
fecal. Após a exposição ao ambiente ácido do estômago, os cistos são expelidos 
em trofozoítos no intestino delgado proximal. Após a exposição ao fluido biliar, 
alguns dos trofozoítos formam cistos no jejuno e são eliminados nas fezes, 
permitindo que um novo ciclo de transmissão ocorra (ADAM, 2001; A ESCOBEDO 
et al., 2014). 
FIGURA 3 - CICLO BIOLÓGICO DO PARASITA G. intestinalis 
 
FONTE: Adaptado de Ankarklev et al. (2010). 
2.4.4 EXCISTAÇÃO E ENCISTAÇÃO 
O processo conhecido como excistação é a liberação dos trofozoítos internos 




dormente torna-se metabolicamente ativo e sofre excistação quando é exposto a 
alta concentração de hidrogênio (H+) presente no estômago e finalizado durante a 
exposição ao conteúdo da porção proximal do intestino delgado. Neste local ocorre 
a ruptura em um dos polos do cisto, a qual é auxiliada por proteases pancreáticas 
e pelo pH levemente alcalino do duodeno. Os flagelos são os primeiros a aparecer 
quando emergem de um dos polos abertos no cisto, seguidos do corpo do excizoíto 
(ADAM, 2001). Excizoítos é o nome dado às formas ovais de trofozoítos encistados 
com quatro núcleos, os quais dividem-se rapidamente e subsequentemente sofrem 
divisão celular completa originando quatro trofozoítos binucleados (BERNANDER; 
PALM; SVARD, 2001). A atividade da proteína-quinase A e a sinalização de cálcio 
(Ca2+), além da fosforilação e desfosforilação de proteínas chaves, vêm sendo 
citados por desempenharem papeis de importância no processo de excistação 
(HETSKO et al., 1998; ADAM, 2001; CARRANZA e LUJAN, 2010).  
O encistamento é o processo pelo qual o trofozoíto perde a motilidade e 
passa para o estado não móvel. Esse processo é desencadeado devido ao 
surgimento de um ambiente hostil ao trofozoíto, isto é, ocorre aumento no nível da 
bile, redução do colesterol e surgimento de um pH mais alcalino. Durante o processo 
de encistamento, o trofozoíto passa por mudanças morfológicas e moleculares, com 
a indução de genes específicos, como os que codificam as proteínas CWPs e 
enzimas relacionadas com a síntese de carboidratos presentes na parede do cisto. 
A via de encistação giardial é um mecanismo de virulência essencial cujo objetivo é 
diferenciação em uma forma que possa sobreviver no ambiente e infectar um novo 
hospedeiro. A construção da parede extracelular do cisto (CWP) é primordial, pois 
permite o parasita persistir em água doce, resistir a desinfetantes, passar pelo 
estômago do novo hospedeiro e infectar no intestino delgado. Essa estrutura fibrosa 
de 300 nm de espessura exclui pequenas moléculas como a água, mas transmite 
os estímulos fisiológicos que regulam a excistação. É um modelo matriz extracelular 
com funções de proteção e sinalização. A encistação é uma transformação gradual 
do binucleado móvel (4N), móvel, com forma de meia-pera trofozoíto. Os trofozoítos 
perdem a capacidade de anexar; o disco de conexão fragmentos e os flagelos são 




acumulam e insira dormência. O cisto oval, imóvel, quadrinucleado (16N) está 
envolto no refratário CW que contém proteína (CWP) e glicopolímero (CWG) em 
fibrilas insolúveis. A síntese do CWP começa no início da encistação e leva à 
formação de novas vesículas secretórias específicas para encistação (ESV), que 
exportam CWP (LAUWAET et al., 2007). Logo, o encistamento do parasito contribui 
para evasão do sistema imune por dois caminhos diferentes: o primeiro, a parede 
do cisto cobre a superfície do trofozoíto durante o encistamento de forma a isolá-lo 
dos mecanismos imunes do hospedeiro. No segundo, o encistamento leva a 
alteração das proteínas de superfície variantes (VSPs) (LAROCQUE et al., 2003; 
ANKARKLEV et al., 2010). A carência de colesterol é o gatilho para desencadear a 
diferenciação dos trofozoítos em cistos. Os trofozoítos de Giardia não sintetizam 
colesterol, obtendo-o da porção duodenal do intestino delgado do hospedeiro. 
Portanto, durante a passagem dos trofozoítos nas porções finais do intestino 
delgado do hospedeiro, perante a privação de colesterol no microambiente, inicia-
se o processo de encistamento (LUJÁN, MOWATT, NASH, 1997). 
 
2.6 FISIOPATOLOGIA DA DOENÇA  
As manifestações clínicas da G. intestinalis são muito variáveis entre os 
indivíduos infectados e costuma ser assintomática na maioria dos casos 
(SOLOMONS, 1982). Dentre as características clínicas da infecção, as que se 
destacam são: dor abdominal, náusea, vômito, perda de peso (ECKMANN, 2003), 
inchaço, diarreia com ou sem a síndrome de má absorção, desidratação, má 
digestão, flatulência, esteatorréia, urticária e sensibilidade contra os antígenos 
alimentares (PRISCO et al., 1998). A giardíase tende a ser autolimitante em 
indivíduos imunocompetentes, entretanto, em crianças, a infecção aguda pode 
ocasionar anorexia, falhas no crescimento físico e cognitivo e no estado nutricional 
(BERKMAN et al., 2002).  
A fisiopatologia da giardíase ocorre sem que haja invasão dos trofozoítos no 
epitélio intestinal.  Além disso, a infecção é multifatorial e envolve fatores ligados ao 
parasito e hospedeiro como, processos imunológicos e não imunológicos da 




crônicos como a  Síndrome do Intestino Irritado (IBS), aliados ou não a patologias 
extra intestinais ainda que os parasitos permaneçam no interior do trato 
gastrointestinal (DIZDAR; GILJA; HAUSKEN, 2007; COTTON; BEATTY; BURET, 
2011). Paralelamente à adesão dos trofozoítos nas células epiteliais, ocorre uma 
série de eventos os quais se interligam na produção da diarreia, assim, incluímos a 
alta taxa de apoptose dos enterócitos, a disfunção da barreira intestinal, o 
encurtamento da borda em escova das microvilosidades, acompanhados ou não da 
atrofia das vilosidades, as deficiências de dissacaridases, a ativação de linfócitos 
do hospedeiro, a hipersecreção de ânion e o aumento do trânsito intestinal, 
exemplificam os estágios da disfunção intestinal (BURET; GALL; OLSON, 1991; 
WOLFE, 1992; COTTON et al., 2011).  
O aumento da permeabilidade intestinal mediado pelo parasito é resultado 
das alterações ocorrentes nos complexos juncionais apicais, que inclui interrupções 
de F-actina, ZO-1, claudina-1 e ᾳ-actina, um dos componentes do anel de 
actomiosina que regula o fluxo paracelular (SCOTT et al., 2002; TROEGER et al., 
2007; MAIA-BRIGAGÃO; MORGADO-DÍAZ; SOUZA, 2012). Durante a infecção 
pode ocorrer a redução da área total de absorção, seguida ou não da atrofia das 
vilosidades, o que representa um fator importante para diarreia via má-absorção de 
vitamina B12, ferro, sódio, zinco, vitaminas lipossolúveis e má-digestão 
(SOLAYMANI-MOHAMMADI e SINGER, 2011).  
De acordo com Troeger e colaboradores (2007) pacientes com giardíase 
crônica são caracterizados por apresentam redução na área da superfície duodenal 
e este processo, assim como a deficiência de dissacaridases microvilares são 
mediados por linfócitos CD8+ ativados, corroborando com a hipótese de que a 
imunopatologia mediada pela Giardia ocorre secundariamente ao rompimento da 
barreira intestinal, aliados ou não à presença de toxinas vindas do parasito (SCOTT; 
YU; BURET, 2004).  
2.7 DIAGNÓSTICO  
O diagnóstico para detecção do protozoário G. intestinalis é realizado através 




preferencialmente procurado os cistos. Pode-se usar técnicas de coloração para 
facilitar a observação (KOEHLER et al., 2014). Testes mais recentes incluem 
microscopia de fluorescência, imuno-cromatografia e ensaios ELISA 
(imunofluorescência direta e indireta). Para o diagnóstico pode ainda fazer-se a 
pesquisa de anticorpos, mas esta apresenta baixa sensibilidade e baixa 
especificidade (PANIKER, 2013). A técnica de PCR tem sido usada para identificar 
os diferentes genótipos de Giardia (FENG e XIAO, 2011). 
2.8 TRATAMENTO FARMACOLÓGICO  
O início do tratamento para giardíase foi estabelecido na década de 1940 
com a introdução do fármaco quinacrina. Pouco tempo depois, sua eficácia contra 
o parasita G. intestinalis era superior a 90%; porém, com o aparecimento de 
linhagens resistentes, bem como o desenvolvimento de fármacos com um perfil de 
segurança superiores, sua produção foi interrompida nos EUA no início da década 
de 1990. Acredita-se que a quinacrina atue intercalando-se ao DNA (com 
preferência por regiões ricas em adenina ligadas a timina) inibindo assim a 
biossíntese de RNA e de proteínas em procariontes. A toxicidade relativa da 
quinacrina sobre G. intestinalis se deve à maior velocidade de absorção do fármaco 
pelo parasita do que por células humanas, sendo que os casos de resistência se 
devem exatamente a uma redução na captação do fármaco pelo protozoário 
(GARDNER e HILL, 2001; MÜLLER  et al., 2007). 
A segunda classe de compostos a serem utilizados para o tratamento da 
giardíase, os nitroimidazóis, foi descoberta em 1955 e inclui fármacos como o 
metronidazol, tinidazol, ornidazol e secnidazol. Desde sua descoberta, metronidazol 
e demais nitroimidazóis são a principal ferramenta terapêutica no tratamento de 
infecções causadas por G. intestinalis. O modo de ação do metronidazol (um pró-
fármaco) é reduzido a um radical nitro por elétrons provenientes da enzima piruvato-
ferredoxina oxidoredutase (PFOR), enzima que não está presente em células de 
eucariotos superiores. Este metronidazol reduzido atuaria como um aceptor terminal 
de elétrons e se ligaria covalentemente ao DNA, causando a perda da estrutura 




nitroimidazóis correlaciona com a diminuição da atividade da PFOR, necessária 
para sua bioativação redutiva (GARDNER e HILL, 2001; MÜLLER  et al., 2007). 
Outros fármacos utilizados para o tratamento da giardíase incluem 
nitazoxanida, furazolidona, benzimidazóis, paromomicina e bacitracina de zinco. A  
furazolidona é um dos representantes da classe dos nitrofuranos, compostos 
classicamente empregados como antibióticos e antimicrobianos. Como o 
metronidazol, o fármaco também sofre ativação redutiva no trofozoíto, porém esta 
redução ocorre através de uma NADH oxidase e não da PFOR. O resultado desta 
bioativação também resulta em danos ao DNA e os casos de resistência estão 
relacionados com a diminuição da entrada do fármaco no trofozoíto ou ao aumento 
dos níveis de cisteína oxidases/redutases, que são capazes de proteger o parasita 
contra os efeitos causados pelos radicais tóxicos (GARDNER e HILL, 2001). Já a 
nitazoxanida, um nitrotiazól eficaz no tratamento de uma gama de infecções 
parasitárias, incluindo a giardíase, atua de modo semelhante ao metronidazol sendo 
bioativada via PFOR, embora outros alvos, como as nitroredutases (GlNR2), 
também tenham sido apontados para este fármaco (MÜLLER; SCHILDKNECHT; 
MÜLLER, 2013). 
Os benzimidazóis, albendazol e mebendazol, exercem seu efeito tóxico 
através de interação com a β-tubulina do parasita, inibindo a polimerização do seu 
citoesqueleto. Resistência aos benzimidazóis ocorre em função de mudanças no 
citoesqueleto do parasita. Já a paromomicina, um aminoglicosídeo, inibe a síntese 
proteica de G. intestinalis através da ligação às subunidades 50S e 30S 
ribossomais, levando à leitura incorreta dos códons de RNA mensageiro. 
Entretanto, a suscetibilidade do parasita à paromomicina é menor do que aos 
nitroimidazóis, quinacrina ou furazolidona. Outro antibiótico, a bacitracina, 
representa uma alternativa para o tratamento de giardíase pois impede a 
desfosforilação de um fosfolipídio necessário para a síntese da membrana celular. 
Contudo, o uso prolongado por via oral deste antibiótico está associado a casos de 
nefrotoxicidade e distúrbios gastrintestinais (GARDNER E HILL, 2001). 
Um problema comum a praticamente todos os medicamentos empregados 




resistentes. Populações de Giardia parecem ter mecanismos muito flexíveis para 
responder às alterações do meio ambiente, tais como a pressão seletiva imposta 
por fármacos. A ocorrência de mutações no genoma desse parasita e a seleção de 
fenótipos diferentes, resulta em subpopulações com diferentes padrões de 
expressão gênica, possibilitando que o protozoário evada a resposta imune do 
hospedeiro. Tendo isso em vista, considera-se a variação antigênica como o 
principal mecanismo relacionado à resistência aos tratamentos.  
Os mecanismos relacionados à resistência variam de fármaco para fármaco, 
mas em geral estão associados a mutações no alvo terapêutico ou à redução da 
captação dos fármacos pelos trofozoítos que, em ambos os casos, podem conduzir 
à falha terapêutica. Pacientes que são refratários à monoterapia podem ser tratados 
apenas pela associação de dois ou mais fármacos, como a combinação de 
metronidazol com quinacrina (MÜLLER  et al., 2007; NASH et al., 2001). 
Os fármacos 5-nitroimidazólicos são bastante eficazes no tratamento da 
giardíase, e a taxa de cura com pacientes que os utilizam para o tratamento da 
doença é de cerca de 90% (TEJMAN-YARDEN & ECKMANN 2011). Além da  
resistência aos fármacos, a persistência do parasita no hospedeiro pode estar 
relacionada a doses insuficientes do medicamento, reinfecções e imunossupressão 
(NASH, 2001).    
Nabarro et al. (2015) descreveu o crescimento no número de casos 
refratários de giardíase após tratamento com 5-nitroimidazóis em um Hospital de 
Medicina Tropical de Londres, em pacientes que retornavam de viagens ao exterior, 
principalmente da Índia; o estudo conduzido entre o período de 2008-2013 
demonstrou um aumento significativo de persistência parasitária após tratamento. 
Os autores observaram que, durante o ano de 2008, o número de casos de falha 
terapêutica com o uso de 5-nitroimidazóis foi de 15,1%. Esse número aumentou 
para 20,6% em 2011 e 40,2% em 2013 (NABARRO et al., 2015).  
Além disso, alguns estudos isolaram parasitos menos susceptíveis em 
amostras clínicas de fezes oriundas de pacientes com giardíase. Farbey et al. 
(1995) encontraram uma exorbitante variação na susceptibilidade ao metronidazol 




inibir 50% do crescimento, variou de 0,0094 μM até 154 μM, uma diferença maior 
do que 16.000 vezes entre os isolados de maior e menor susceptibilidade.  
Lemee et al. (2000) conseguiram associar a falha terapêutica de pacientes 
ao metronidazol a valores de IC50 maiores in vitro em comparação ao de pacientes 
que obtiveram cura clínica com o uso do mesmo fármaco. 
Cepas resistentes ao metronidazol foram induzidas por vários autores. A 
indução da resistência aos medicamentos é realizada por meio da subcultura de 
parasitas sob concentrações subletais crescentes da droga. Após cada aumento na 
concentração do fármaco, os trofozoítos são subcultivados na presença dessa 
concentração do fármaco até se adaptarem (MÜLLER; STERK; HEMPHILL; MÜLLER, 
2007). As enzimas que atuam na ativação do metronidazol são investigadas como 
prováveis causas da resistência das cepas induzidas in vitro, já que alterações no 
nível de expressão gênica ou atividade enzimática/capacidade de promover 
oxidorredução da piruvato-ferredoxina oxidorredutase, ferredoxina e nitrorredutase 
foram relatadas (BOREHAM; PHILLIPS; SHEPHERD, 1988; TOWNSON et al., 
1992, ARGÜELLO-GARCÍA et al., 2009). No entanto, outras proteínas que não 
estão diretamente ligadas à ativação do metronidazol, como a glutamato 
desidrogenase (GDH), têm apresentado alterações em sua expressão gênica em 
cepas resistentes (MÜLLER et al., 2007; ANSELL et al., 2015). O comportamento 
das cepas resistentes ao metronidazol não é completamente caracterizado, 
sugerindo que múltiplos fatores podem levar à resistência de G. intestinalis ao 
metronidazol, como alterações genômicas, na expressão gênica, na abundância 
proteica, na atividade enzimática, na concentração de metabólitos e até mesmo a 
presença de bombas de efluxo no parasito. Todas essas mudanças podem 
acarretar alterações na susceptibilidade de G. intestinalis aos fármacos utilizados 
na prática clínica (ANSELL et al., 2015).   
 
2.9 POLISSACARÍDEOS: NOVAS ABORDAGENS TERAPÊUTICAS  
Apesar da ampla utilização desses fármacos, nitroimidazóis e benzimidazóis, 
quinacrina, furazolidona, paromomicina e nitazoxanida para o tratamento da 




adversos e falhas terapêuticas. Neste contexto, a busca por novas estratégias 
capazes de conter infecções causadas por G. intestinalis vêm despertando 
interesse.  
Uma alternativa de tratamento para aumentar a eficiência e diminuir a 
toxicidade é a busca por produtos naturais, polímeros ou macromoléculas como 
polissacarídeos que poderiam ter efeitos sinérgicos no tratamento da parasitose. 
Polissacarídeos são polímeros de alto peso molecular, consistindo em pelo 
menos dez monossacarídeos mutuamente unidos por ligações glicosídicas. São 
macromoléculas essenciais para a vida em que participam da adesão celular, da 
comunicação célula-célula e do sistema imunológico (DWEK, 1995).  
As fontes e estruturas de polissacarídeos são muito diversas. Os 
polissacarídeos podem originar-se de plantas, fungos, algas, bactérias entre 
outros. A nível celular, os polissacarídeos representam os compostos de reserva no 
citoplasma, como amido, ou componentes estruturais da membrana ou parede 
celular dos organismos, por exemplo, celulose. As principais estruturas de 
polissacarídeos de produtos naturais são complexas e diversas. O isolamento, 
purificação e utilização de polissacarídeos variam de acordo com suas 
características estruturais. Os polissacarídeos frequentemente encontrados em 
compostos naturais são glucano, frutano, xilano, manana, galactano, 
galactomanana, pectina, entre outros (SHI, 2016). 
Geralmente, os polissacarídeos apresentam baixa toxicidade e poucos 
efeitos colaterais, os quais desempenham papéis importantes no sistema 
imunológico. A heparina é um polissacarídeo que é um medicamento anti-
inflamatório de amplo espectro por meio de uma ampla gama de mecanismos anti-
inflamatórios. Como um, foi relatado que os polissacarídeos de Dendrobium 
candidum podem promover a produção de citocinas in vitro e in vivo para regular as 
atividades imunológicas (LIN, CHANG, YANG, YU, & WONG, 2014; XIE, HAO et 
al., 2016). O extrato de polissacarídeos do pólen de Pinus massoniana como um 
adjuvante imunológico pode melhorar os efeitos de diferentes vacinas (F. GUO et 
al., 2014; Q. GUO et al., 2014; SHI et al., 2013; WEI et al., 2011). Os polissacarídeos 




desenvolvimento de vacinas polissacarídicas. Os polissacarídeos capsulares 
bacterianos surgem clinicamente na forma de vacinas, a prevenção da pneumonia 
e da meningite epidêmica é muito significativa. Atualmente em aplicação clínica da 
principal prevenção da encefalite meningocócica AC tipo vacina polissacarídica e 
vacina ACYW135, Streptococcus pneumoniae vacina polissacarídica, Haemophilus 
influenzae Hib vacina polissacarídica (SHI et al., 2014). O estudo descobriu que a 
vacina pneumocócica polissacarídica capsular pode reduzir o risco de pneumonia 
em idosos (LÉOPHONTE & NEUKIRCH, 2001; WIEMKEN et al., 2014).  
Recentemente, os polissacarídeos extraídos de plantas medicinais têm 
despertado a atenção de diversos grupos devido às suas significativas bioatividades 
farmacológicas, como atividade antitumoral, atividade antioxidante, atividade 
anticoagulante, atividade antidiabética, atividade antiviral, imunomoduladora que os 
tornam adequados para aplicações medicinais (CHO et al., 2015; LI et al., 2012; LI 
et al., 2012; SHI, 2016). Estudos anteriores também mostraram que os 
polissacarídeos de plantas medicinais não são tóxicos e não apresentam efeitos 
colaterais.  
O estudo realizado por Laurienzo (2010) descreveu polissacarídeos 
derivados de algas marinhas, tais como alginato, fucoidan que são distribuídos em 
diversas aplicações biomédicas e biológicas. Em outro estudo publicado por 
Vamanu (2012) foi descrito a atividade de polissacarídeos fúngicos extraídos de 
cogumelos com efeitos imunomoduladores, anticâncer, antimicrobiano, entre 












3 OBJETIVOS  
3.1 Objetivo geral  
Avaliar o efeito dos polissacarídeos na interação in vitro entre os trofozoítos 
de Giardia intestinalis e drogas antiparasitárias. 
3.2 Objetivos específicos  
1. Avaliar o IC50 das drogas antiparasitárias sobre os trofozoítos de G. intestinalis. 
2. Caracterizar o efeito dos polissacarídeos sobre os trofozoítos de G. intestinalis 
e células Caco-2. 






















4 MATERIAL E MÉTODOS 
4.1 CULTURA DE G. intestinalis 
O isolado WB de G. intestinalis foi cultivado em meio TYIS-33 (Keister, 1983) 
suplementado com 10% de soro bovino adulto (SAB) com 1% de Penicilina/ 
Estreptomicina 1000 U a 37°C em condições microaerofílicas. As culturas foram 
mantidas em tubos de poliestireno (13 mL) até a confluência (1 × 106 células mL) e 
depois subcultivadas, a cada 72 h. 
4.2 CULTURA DE CÉLULAS CACO-2 
Células Caco-2 (adenocarcinoma de colón) foram cultivadas a 37°C, 5 % de 
CO2 em meio RPMI (suplementado com soro fetal bovino (SFB) a 10 % e 100 U/ml 
de penicilina/estreptomicina) até atingir 100 % de confluência. Em seguida, as 
células foram tripsinizadas e semeadas em uma concentração de 5x105/ml em uma 
placa de 24 poços para experimento posterior. 
4.3 POLISSACARÍDEOS 
Os polissacarídeos utilizados nesse estudo foram gentilmente doados pela 
professora Dra. Lucimara Cordeiro Cortes, do departamento de Bioquímica, da 
Universidade Federal do Paraná. Foram testados os polissacarídeos extraídos da 
camomila (MRW), AX-TUCUM (FTS-BF) e maracujá (FMS-HG).  
Os polissacarídeos do chá de camomila foram extraídos e caracterizados 
quimicamente por Chaves et al., (2019). Resumidamente, o chá de camomila foi 
preparado a partir dos capítulos florais por infusão, filtrado, concentrado sob 
pressão reduzida e os polissacarídeos precipitados com etanol a 95% (3 vol.). Os 
polissacarídeos foram recuperados por filtração, dialisados em membrana 
semipermeável (Cellulose Spectrumlabs 6–8 kDa cut-off) e liofilizados, dando a 
fração MRW. Era composto por uma mistura de inulina tipo frutana, 
homogalacturonana altamente metil esterificada e acetilada (DE = 87% e DA = 
19%), arabinogalactana tipo II e pequenas quantidades de um xilano ácido (Chaves 





4.4 ENSAIO DE ADESÃO DOS POLISSACARÍDEOS EM CÉLULAS CACO-2 
Células Caco-2 em fase logarítmica de crescimento foram tripsinizadas e 
semeadas em uma concentração de 1x105 em uma placa de poliestireno de 24 
poços (volume do poço 3,29 ml, diâmetro de 15,4 mm e área de crescimento de 
1,91 cm2) e incubadas por 48 horas à 37°C, até 100 % de confluência. Adicionamos 
sobre células Caco-2 respectivas concentrações de polissacarídeo 250, 500 e 1000 
µg/ml dissolvidos em RPMI e incubamos por 1h à 37°C. Em seguida, foram 
adicionados 5x105 trofozoítos de G. intestinalis por poço, obtidos a partir de uma 
cultura de fase estacionaria e incubado por 1h a 37°C. Posteriormente as 2h de 
experimento, a adesão foi estimada através da contagem dos parasitas em câmara 
de Neubauer dos não aderidos presentes no sobrenadante subtraído do número 
total de parasitas inoculados.  
4.5 ENSAIO DE SUSCEPTIBILIDADE DE DROGAS ANTIPARASITÁRIAS 
 5x104 trofozoítos/ml (cultivados em condições axênicas) foram adicionados 
em tubos de 5 ml contendo meio TYI-S-33, suplementado com soro adulto bovino 
(SAB) e antibiótico, na presença de concentrações crescentes de nitazoxanida e/ou 
albendazol para determinar a concentração inibitória 50 (IC50) de cada uma das 
drogas. As culturas foram incubadas por 72h a 37°C. As culturas foram incubadas 
por 72h a 37°C. Todos os ensaios foram realizados em triplicatas e acompanhados 
a cada 24 horas. Para o cálculo da IC50 foi extrapolado através da curva de inibição 
de crescimento através do programa GraphPad Prism 6.0. 
4.6 ENSAIO DE SINERGISMO ENTRE DROGAS ANTIPARASITÁRIAS E 
POLISSACARÍDEO MRW 
5x105 trofozoítos (cultivados em condições axênicas) foram adicionados em 
tubos de 5 ml contendo meio TYI-S-33, suplementado com SAB e antibiótico. Os 
trofozoítos foram mantidos na presença de 250 ou 500 µg/ml de polissacarídeo 
MRW e ABZ e/ou NTZ. As culturas foram incubadas por 72 horas a 37°C, e 




com o meio e Giardia como controle positivo e o albendazol ou nitazoxanida como 
referência.  
4.7 ENSAIO DE RECUPERAÇÃO DOS TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis  
Os trofozoítos de G. intestinalis (500 µl de cada condição) do ensaio descrito 
acima (após 72h) foram ressuspendidos em novo meio de cultura TYI-S-33, 
suplementado com SAB e antibiótico em tubos de 5mL. E reiniciada uma curva de 
crescimento, incubando os tubos a 37°C. O ensaio foi acompanhado durante 72 
horas e quantificado a cada 24h utilizando um hemocitômetro. 
4.8 VIABILIDADE CELULAR 
Células Caco-2 foram semeadas em placas de 24 poços a densidade de 
1x105 células por poço e incubadas por 24 horas. Em seguida, as células foram 
expostas a 250, 500 e 1000 µg de polissacarideo MRW durante 24 horas. Após  o 
tempo  exposição aos polissacarídeos, as células foram lavadas 2 vezes com RPMI 
e tripsinizadas. Em microtubos, alíquotas de 20 µL de suspensão celular de cada 
tratamento foram homogeneizadas com 20 µL de corante azul de tripano. Dessa 
mistura, 10 µL foram tomados e depositados em uma câmara de Neubauer e 
contadas no microscópio, as análises foram realizada em triplicata. A porcentagem 
de células viáveis (não coradas) e não-viáveis (coradas em azul) foi calculada de 
acordo com a Equação: Células viáveis = (Total de células viáveis/Total de células 
contadas) * 100. 
4.9 ANÁLISES ESTATÍSTICAS  
Os resultados são expressos como a média ± desvio padrão. Para 
comparação dos valores das médias dos grupos, foi utilizado o teste de análise de 
variância (ANOVA) e o teste de Tukey para Múltiplas Comparações. Valores de 
p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos. As análises estatísticas 






Sendo o objetivo central da dissertação avaliar o efeito sinérgico dos 
polissacarídeos combinados com drogas antiparasitárias, testamos uma série de 
polissacarídeos doados pela professora Dra. Lucimara Cortes Cordeiro, do 
Departamento de Bioquímica, da Universidade Federal do Paraná. 
5.1 SCREENING DE POLISSICARÍDEOS 
A triagem para a seleção do polissacarídeo com potencial antiparasitário foi 
realizada utilizando testes in vitro. Foram testados 3 polissacarídeos, extraídos da 
camomila (MRW), AX-TUCUM (FTS-BF) e maracujá (FMS-HG) e avaliados em sua 
capacidade de alterar o processo de adesão de G. intestinalis em células intestinais 
Caco-2 (FIGURA 4). Após 2 horas de incubação dos parasitas/células com os 
polissacarídeos, observamos que MRW e FMS-HG estavam alterando o processo 
de adesão, então escolhemos ambos como possíveis candidatos com potencial 
antiaderente (FIGURA 5). 
FIGURA 4 – SELEÇÃO DO POLISSACARÍDEO COM POTENCIAL ANTIADERENTE. OS 
TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis NA AUSÊNCIA (CTL) OU NA PRESENÇA DE 250 µg/ml 
CAMOMILA (MRW), AX-TUCUM (FTS-BF) E MARACUJÁ (FMS-HG) PREVIAMENTE TRATADOS 
POR 2 HORAS COM POLISSACARÍDEO E POSTERIORMENTE INCUBADOS COM 
TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis DURANTE 1 HORA. A QUANTIFICAÇÃO FOI REALIZADA 
ATRAVÉS DA CONTAGEM DE PARASITAS NÃO ADERIDOS PRESENTES NO 





Para evidenciar melhor os efeitos, os resultados foram expressos em forma 
de diminuição da porcentagem de adesão (Figura 5 b). Devido ao maior efeito do 
polissacarídeo extraído da camomila (MRW) e por existir uma caracterização 
bioquímica previa dos compostos da camomila (CHAVES; IACOMINI; CORDEIRO, 
2019), decidimos utilizá-lo para tratar células Caco-2. 
FIGURA 5 – EFEITO DOS POLISSACARÍDEOS SOBRE CÉLULAS CACO-2. A) ADESÃO 
DOS TROFOZOÍTOS EM CÉLULAS CACO-2 NA PRESENÇA DE POLISSACARÍDEOS MRW E 
FMS-HG. B) PORCENTAGEM DE ADESÃO DOS TROFOZOÍTOS DE G. intestinalis AS CÉLULAS 




5.2 CARACTERIZAÇÃO DO EFEITO DO POLISSARÍDEO MRW 
Com a finalidade de caracterizar os efeitos do polissacarídeo MRW sobre os 
parasitas e/ou células intestinalis Caco-2, primeiramente, incubamos células Caco-
2 com concentrações crescentes (125, 250 e 500 µg/ml) de polissacarídeo por 1 
hora e em seguida incubamos com o parasita por 1h para observar a capacidade 
do polissacarídeo de alterar adesão nas células Caco-2. Na figura 6, observamos 
que as concentrações mais altas de polissacarídeo foram capazes de induzir 
maiores efeitos sobre a adesão dos parasitas, sugerindo um efeito de dose-
dependência.  
 
FIGURA 6 – QUANTIFICAÇÃO DOS TROFOZOÍTOS NO SOBRENADANTE DE CÉLULAS  
CACO-2 APÓS INCUBAÇÃO COM POLISSACARÍDEO MRW. TOTAL DE PARASITAS NÃO 
ADERIDOS EM CÉLULAS CACO-2, INFECTADAS COM G. intestinalis NA AUSÊNCIA (CLT) E 







Posteriormente, decidimos avaliar se os polissacarídeos estariam alterando 
a proliferação dos parasitas, iniciando uma curva de crescimento dos parasitas na 
presença de diferentes concentrações do polissacarídeo MRW (FIGURA 7). 
Observamos que até as 48 horas não houve um efeito, em ambas as concentrações 
250 e 500 µg/ml, entretanto, as 72 horas notamos uma diminuição e no número de 
parasitas com as duas concentrações de polissacarídeos testadas, comparadas ao 
número de parasitas do controle, o que indicaria uma citotoxicidade em longos 
tempos. 
 
FIGURA 7 – CURVA DE CRESCIMENTO DE Giardia. O CRESCIMENTO DOS PARASITAS FOI 
AVALIADO APÓS SEREM INCUBADOS COM 250, 500 µg/ml DE POLISSACARÍDEO MRW. A 
QUANTIFICAÇÃO FOI REALIZADA POR CONTAGEM DIÁRIA DOS PARASITAS, POR MEIO DE 
UM HEMOCITÔMETRO. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE SIGNIFICÂNCIA ESTATÍSTICA 







Decidimos avaliar se a replicação de células Caco-2 após serem tratadas 
com polissacarídeo também seria alterado. Testamos 3 concentrações de 
polissacarídeo MRW e avaliamos o efeito no crescimento celular, após 72 horas de 
tratamento. Observamos que quando as células foram incubadas com 
concentrações de 250 e 500 µg/ml houve uma diminuição do crescimento em torno 
ao 20-25 %, alcançando mais de 50 % de inibição quando utilizada a maior 
concentração, 1000 µg/ml, como mostrado na figura 8. 
FIGURA 8 – CRESCIMENTO DE CÉLULAS CACO-2 IN VITRO APÓS TRATAMENTO COM 
POLISSACARÍDEO MRW. O CRESCIMENTO FOI AVALIADO NAS CONCENTRAÇÕES 250, 500 
E 1000 µg/ml. 
 
 
Devido a alteração no crescimento dos parasitas e células Caco-2 incubados 
com diferentes concentrações do polissacarídeo MRW como observado 
anteriormente, avaliamos se havia perda de viabilidade celular em 2 concentrações 
pré-estabelecidas. Como nosso interesse era avaliar o efeito do polissacarídeo 
durante a interação parasita células intestinais, verificamos apenas a viabilidade das 
células, para poder encontrar uma concentração de polissacarídeo onde exista um 
efeito sobre a adesão dos parasitas as células sem causar toxicidade nas mesmas.  
A concentração de 250 µg/ml de MRW não alterou significativamente a viabilidade 
de células Caco-2, enquanto a concentração de 500 µg/ml mostrou-se alterar a 
viabilidade em aproximadamente 50% (FIGURA 9). 
FIGURA 9 – AVALIAÇÃO DA VIABILIDADE CELULAR DE CÉLULAS CACO-2 TRATADAS POR 







5.3 AVALIAÇÃO DE DROGAS ANTIPARASITÁRIAS INDIVIDUALMENTE 
Inicialmente, para determinar a concentração inibitória 50 (IC50), ou seja, a 
concentração de droga que em contato com o parasito é capaz de inibir 50% do 
crescimento, nós avaliamos individualmente a eficácia de NTZ e ABZ contra G. 
intestinalis após 24h de exposição. Os resultados obtidos para NTZ mostraram inibir 
o crescimento dos parasitas em uma resposta dose-dependente, enquanto para o 
ABZ, o melhor desempenho foi observado nas concentrações de 0.1 e 0.05 µM 
(FIGURA 10).  
FIGURA 10 - RESPOSTA INIBITÓRIA DE DROGAS ANTIPARASITÁRIAS EM TROFOZOÍTOS 
DE G. intestinalis IN VITRO. A) PORCENTAGEM DE INIBIÇÃO APÓS EXPOSIÇÃO A 






De acordo com os resultados obtidos acima, calculamos o IC50 de NTZ e ABZ 
a partir dos dados da curva de inibição dos parasitas. A tabela 2 mostra o IC50 e IC90 
após 24h de exposição. 
TABELA 2 - SUSCEPTIBILIDADE DE G. intestinalis AO TRATAMENTO DE NITAZOXANIDA E 
ALBENDAZOL. 
IC50, concentração inibitória de 50%; IC90, concentração inibitória de 90%. 
5.4 SINERGISMO ENTRE DROGAS ANTIPASITÁRIAS E POLISSACARÍDEO 
MRW 
Com o indicativo de que a combinação de substâncias com efeito sinérgico 
e drogas antigiardiais tem sido uma alternativa para aumentar eficiência e diminuir 
os efeitos colaterais das drogas, nós realizamos testes com NTZ e ABZ combinados 
com polissacarídeo MRW. Nossa proposta era encontrar a mínima concentração de 
droga que combinada com o polissacarídeo, fosse mais eficaz e menos tóxica ao 
organismo. 
Inicialmente, testamos 2 concentrações de NTZ previamente descritas para 
G. intestinalis, 3 e 6 µM na presença de 500 µg de polissacarídeo MRW (FIGURA 
11). Observou-se que ambas as concentrações eram muito efetivas, e não nos 
permitiu encontrar uma diferença no tratamento sinérgico.  
FIGURA 11 – EFEITOS SINÉRGICOS IN VITRO ENTRE NITAZOXANIDA E O POLISSACARÍDEO 
MRW NA INIBIÇÃO DE G. intestinalis APÓS 72 HORAS. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE 
SIGNIFICÂNCIA ESTATÍTISCA FORAM AVALIDOS ENTRE O CONTROLE E AMBAS 
CONCENTRAÇÕES DE NITAZOXANIDA E COMBINAÇÃO COM MRW. 
 
Agente antimicrobiano IC50 (µM) IC90 (µM) 
NTZ 0.9 1.32 





Em seguida, nós resolvemos testar concentrações menores da droga e 
avaliar o efeito sinérgico. Nossos resultados demonstraram que os parasitas 
tratados com 0.75 e 1.5 µM de NTZ na presença de 500 µg apresentaram 
diminuição no crescimento em aproximadamente 50% após 72h de tratamento. 
Existindo diferença significativa entre 0.75 µM de NTZ individualmente e combinado 
com o polissacarideo MRW, indicando um sinergismo entre os compostos (FIGURA 
12). A concentração de 3 µM foi descartada para os demais experimentos, porque 
apesar de inibir o crescimento dos parasitas, poderia ser tóxica ao organismo.  
FIGURA 12 – EFEITOS SINÉRGICOS IN VITRO ENTRE NITAZOXANIDA E O POLISSACARÍDEO 





A partir dos resultados obtidos de viabilidade celular (FIGURA 9), nós 
decidimos realizar os próximos experimentos com concentração de 250 µg/ml de 
polissacarídeo. O ensaio representado na figura 13, revelou que quando foram 
utilizadas diferentes concentrações de NTZ incubados com 250 µg/ml do 
polissacarídeo MRW, a concentração de 0.25 µM indicou uma maior tendência ao 
efeito sinérgico em 72h. 
FIGURA 13 – EFEITO SINÉRGICO IN VITRO ENTRE NITAZOXANIDA E O POLISSACARÍDEO 
MRW NA INIBIÇÃO DE G. intestinalis APÓS 72 HORAS. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE 
SIGNIFICÂNCIA ESTATÍTISCA FORAM AVALIADOS ENTRE O CONTROLE E AMBAS 
CONCENTRAÇÕES DE NITAZOXANIDA E COMBINAÇÃO COM MRW. 
 
 
Sendo nossos resultados de sinergismo com NTZ promissores, seguimos 
avaliando-o, agora com ABZ. Para avaliar o efeito sinérgico do ABZ e polissacarídeo 
MRW, nós inicialmente testamos 2 concentrações da droga, 0.2 e 0.4 µM, 
combinadas com 500 µg/ml de polissacarídeo. O nosso primeiro experimento 
nessas condições demostrou que não havia morte dos parasitas quando tratados 
somente com a droga (FIGURA 14). Entretanto, nós observamos que crescimento 
dos parasitas na combinação da droga e polissacarídeo, principalmente a 
concentração de 0.4 µM estava diminuindo, então resolvemos seguir avaliando o 
efeito com esta concentração nos próximos experimentos. 
FIGURA 14 – RESPOSTA IN VITRO DA COMBINAÇÃO DE ALBENDAZOL E POLISSACARÍDEO 








Repetimos o experimento com a concentração de 0.4 µM de ABZ e 
novamente observamos que nosso controle positivo, a droga sozinha, não estava 
causando a morte/diminuição dos parasitas (FIGURA 15). 
FIGURA 15 - RESPOSTA IN VITRO DA COMBINAÇÃO DE ALBENDAZOL E POLISSACARÍDEO 
MRW CONTRA G. intestinalis. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE SIGNIFICÂNCIA 
ESTATÍTISCA FORAM AVALIADOS ENTRE O CONTROLE E AMBAS CONCENTRAÇÕES DE 
ALBENDAZOL E COMBINAÇÃO COM MRW. 
 
Nos questionamos se estaríamos perdendo algum evento durante o 
tratamento/exposição, por isso resolvemos contar os parasitas entre intervalos de 
tempo menores e avaliar se a droga estaria atuando nesse período (FIGURA 16). 




FIGURA 16 – RESPOSTA IN VITRO DA COMBINAÇÃO DE ALBENDAZOL E POLISSACARÍDEO 
MRW CONTRA G. intestinalis. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE SIGNIFICÂNCIA 
ESTATÍTISCA FORAM AVALIADOS ENTRE O CONTROLE E AMBAS CONCENTRAÇÕES DE 
ALBENDAZOL E COMBINAÇÃO COM MRW. 
 
Seguimos repetindo o experimento, porém os resultados foram os mesmos 
(dados não mostrados). Após essa sequência de experimentos nós confirmamos 
que havia algum problema com a droga que estávamos utilizando, pois não havia 
redução no número de parasitas na presença da droga, a partir dos dias. E nós 
observamos um aumento, semelhante ao controle (CTL), sem droga, corroborando 
com a nossa hipótese. Portanto, resolvemos adquirir um novo ABZ e avaliar 
atividade da droga sobre o crescimento dos parasitas (FIGURA 17). Nossos 
resultados demostraram que a nova droga estava sendo efetiva, principalmente 
quando utilizávamos as maiores concentrações de ABZ e a inibição no crescimento 
era dose-dependente. 
FIGURA 17 – AVALIAÇÃO DA EFICIÊNCIA DA DROGA ALBENDAZOL SOBRE G. intestinalis 
DURANTE 72H DE EXPOSIÇÃO. A COMPARAÇÃO DE SIGNIFICÂNCIA ESTATÍSTICA FOI 





Após confirmar a eficiência da droga, nós definimos 3 concentrações 
previamente testadas para a nossa população de parasitas. Avaliamos  inicialmente 
as concentrações de 0.1, 0.05, 0.01 µM de ABZ. Observamos nesses resultados 
que 0.1 µM inibia o crescimento dos parasitas, mas não apresentava um sinergismo. 
Entretanto, o tratamento de 0.05 µM, significativamente estatístico, e 0.01 µM na 
presença do polissacarídeo MRW alterava o crescimento dos parasitas (FIGURA 
18).  
FIGURA 18 – EFEITO SINÉRGICO IN VITRO ENTRE ALBENDAZOL E O POLISSACARÍDEO 
MRW NA INIBIÇÃO DE G. intestinalis APÓS 72 HORAS.  
 
Esses dados nos levaram a testar mais uma concentração de droga 0.03 µM, 
que pudesse demonstrar o efeito sinérgico do tratamento. Os dados mostraram que 
em 48 horas ocorre o sinergismo entre albendazol e polissacarídeo nas 




FIGURA 19 - EFEITO SINÉRGICO IN VITRO ENTRE ALBENDAZOL E O POLISSACARÍDEO 
MRW NA INIBIÇÃO DE G. intestinalis APÓS 72 HORAS. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE 
SIGNIFICÂNCIA ESTATÍTISCA FORAM ENTRE O CONTROLE E AMBAS CONCENTRAÇÕES 
DE ALBENDAZOL E COMBINAÇÃO COM MRW. 
 
A partir dos resultados obtidos do sinergismo entre NTZ e ABZ, nós 
representamos em porcentagem a inibição do crescimento dos parasitas que foram 
tratados individualmente com ABZ ou NTZ e combinados com polissacarídeo MRW. 
Os resultados obtidos estão demonstrados na tabela 3. 
TABELA 3 - SUSCEPTIBILIDADE DE G. intestinalis AO TRATAMENTO DE ALBENDAZOL E 






Tratamento Viabilidade Parasita 
(μM/mL) NTZ (%) NTZ + MRW (%) 
0.25 79,84 55,96 
0.50 21,13 21,95 
0.75 137,50 48,43 
1.5 58,28 33,12 
3 28,12 12,81 
(μM/mL) ABZ (%) ABZ + MRW (%) 
0.1 43,26 47,34 
0.05 73,46 40 
0.03 61,63 35,61 




5.5 RECUPERAÇÃO DE CULTURA DOS PARASITAS 
Nos interessava saber se depois de tratados com drogas antiparasitárias e 
polissacarídeo, os parasitas eram capazes de se recuperar e reiniciar uma nova 
curva de crescimento. Para isso, após 72 horas de tratamento sinérgico, os 
parasitas foram ressuspensos em meio de cultura novo e acompanhados durante 
72 horas. 
Iniciamos o ensaio de reestabelecimento de cultura utilizando os trofozoítos 
de G. intestinalis conforme as condições do tratamento descrito na figura 12. Nossos 
resultados demonstraram que nessas condições, a maioria dos trofozoítos se 
recuperavam (FIGURA 20).   
FIGURA 20 – ENSAIO DE RECUPERAÇÃO DE G. intestinalis EXPOSTA AO POLISSACARÍDEO 
MRW E NITAZOXANIDA.  
 
Como nosso interesse era avaliar se concentrações menores de droga 
também seriam menos toxicas, reiniciamos uma cultura após tratamento dos 
trofozoítos conforme condições da figura 13. Observamos que 0.50 e 0.75 µM após 
tratamento sinérgico perderam a capacidade de estabelecer cultura, contribuindo 
para nossa ideia de utilizar concentrações menos toxicas ao organismo (FIGURA 
21). Esses resultados indicam que mesmo que o sinergismo de polissacarídeos e 
antiparasitários não seja capaz de inibir completamente os parasitas, ele reduz a 




poderia ser utilizado como uma nova estratégia de tratamento da giardíase, 
juntamente com drogas antiparasitárias. 
FIGURA 21 - ENSAIO DE RECUPERAÇÃO DE G. intestinalis EXPOSTA AO POLISSACARÍDEO 
MRW E NITAZOXANIDA. OS VALORES DE COMPARAÇÃO DE SIGNIFICÂNCIA ESTATÍTISCA 
FORAM ENTRE O CONTROLE E AMBAS CONCENTRAÇÕES DE NITAZOXANIDA E 















6 DISCUSSÃO  
A giardíase é uma das doenças diarreicas parasitarias mais comuns no 
mundo todo, afetando milhares de pessoas. A doença é comumente tratada com 
metronidazol. Entretanto, efeitos adversos e falhas terapêuticas foram observadas 
em todos os agentes antigiardiacos como: metronidazol, quinacrina, furazolidona e 
albendazol, provavelmente devido a dose inadequada ou baixa adesão ao 
tratamento, imunossupressão, reinfecção ou resistência ao medicamento (LALLE e 
HANEVIK, 2018). A toxicidade de medicamentos refratários ao tratamento e a 
ocorrência de G. intestinalis resistente ao metronidazol têm motivado a busca por 
outros medicamentos como alternativa. O albendazol e a nitazoxanida surgiram 
como alternativa, assim como a combinação de tratamentos com drogas e outros 
componentes para diminuir a toxicidade e aumentar a eficiência (ARGÜELLO-
GARCÍA et al., 2020).  Diante do exposto, alternativas terapêuticas tornam-se muito 
atrativas, como a busca por produtos naturais, polímeros ou macromoléculas como 
polissacarídeos que poderiam ter efeitos sinérgicos no tratamento da giardíase. 
Conduzimos nosso estudo usando polissacarídeos extraídos do chá de 
camomila. A Matricaria camomila pertence a um importante grupo de plantas 
medicinais cultivadas, muitas vezes referida como a “estrela entre as espécies 
medicinais”. Mais de 120 constituintes químicos foram identificados na flor da 
camomila como metabólitos secundários, o que dá à camomila seus valores 
multiterapêuticos, cosméticos e nutricionais, que foram estabelecidos através de 
anos de uso e pesquisa tradicionais e científicos (SINGH et al., 2011). A presença 
de inulina, FOS, homogalacturonana altamente metil esterificada, arabinogalactana 
tipo II e xilana ácida no chá de camomila mostra que não apenas os metabólitos 
secundários podem ser as moléculas responsáveis pelos benefícios à saúde do 
consumo de camomila e adiciona à camomila uma nova propriedade, como fonte 
de fibras dietéticas estruturalmente diversas com funções prebióticas, 
gastrointestinais e imunológicas potenciais.  
A viabilidade de cepas de Giardia em contato com a droga é avaliada in vitro 
por diversos parâmetros que medem a aptidão do parasita como, adesão ao vidro 




1995) e parâmetros bioquímicos como atividades enzimáticas, consumo de oxigênio 
(CÉU SOUSA & POIARES-DA-SILVA, 1999; INGE & FARTHING, 1987; KANG et 
al., 1998; WRIGHT et al., 1992).  
Neste trabalho, analisamos a susceptibilidade de G. intestinalis após 
exposição ao ABZ e NTZ e encontramos valores de IC50 de 0.08 e 0.9 µM, 
respectivamente. Cedillo-Rivera et al. (1992) descreveram o IC50 de ABZ sendo, 
0.01 mg/L. Enquanto, Cruz et al. (2003) encontraram o valor de 0.113 μM, 
demostrando que há uma diferença nos valores de IC50. Para NTZ foram 
encontrados os valores de 1.214 μM (NAVARRETE-VAZQUEZ et al., 2011; COLÍN-
LOZANO  et al., 2017), valor próximo ao encontrado em nosso estudo. 
O estudo publicado por Velázquez-olvera et al. (2016), avaliou derivados 
sintéticos 2-aril-3-hidroximetilimidazo [1,2-a] piridinas 1 e pirimidinas 2 contra 
trofozoítos de Giardia in vitro  em comparação com albendazol. Além disso, a ação 
sinérgica do albendazol em combinação com cada uma das 2-aril-3-hidroximetil 
imidazo [1,2-a] piridinas e pirimidinas também foi avaliada. Os resultados mostraram 
que os derivados sintéticos apresentaram eficácia em uma concentração 
semelhante à do albendazol, e em relação ao sinergismo, o IC50 da combinação do 
albendazol com os compostos apresentaram uma melhor ação antigiardial, 
mostrando maior eficácia do que o albendazol sozinho.  
Em nossos ensaios, avaliamos o efeito do polissacarídeo MRW de camomila 
recentemente descrito, em combinação com as drogas antiparasitárias. Nós 
demonstramos que as concentrações de 0.75 e 1.5 µM de NTZ e 0.1, 0.05 e 0.03 
µM de ABZ, combinadas com 250 µg de polissacarideo MRW foram capaz de 
potenciar a atividade anti-giardia. Para o ABZ, as concentrações 0.05 e 0.03 µM 
foram mais eficientes em inibir parasitas, quando combinadas com polissacarideo 
MRW, especialmente 0.05 µM que individualmente apresentava 73,46 % dos 
parasitas, combinado com polissacarídeo reduziu para 40%. O mesmo efeito foi 
observado para NTZ  a partir de 0.75 µM, destacando esta concentração da droga 
(0.75 µM) que individualmente apresentava 137,50 % e quando combinado com 




Devido a presença de resistência que pode tornar crônica as infecções um 
parâmetro importante é avaliar a capacidade do parasita se recuperar após serem 
incubados após a combinação de drogas e polissacarídeo. Nossos dados 
mostraram que concentrações de 250 µg/ml de polissacarideo MRW combinados 
com 0.25 a 0.75 µM de NTZ impediram a recuperação dos parasitas, reforçando a 
utilização de concentração mais eficiente e menos tóxica no tratamento da 
giardíase. Possivelmente porque as concentrações mais altas da droga, como 1.5 
e 3 µM estariam alterando metabolicamente as atividades do parasita, impedindo 
que ocorra um efeito do polissacarideo MRW. No entanto, os mecanismos de ação 
contra G. intestinalis não foram identificados, porém é provável que o efeito 
sinérgico da ação antiparasitária ocorra como resultado da interação entre os 
compostos.  
Produtos naturais obtidos de patógenos, plantas ou animais têm sido usados 
para buscar a atividade antigiardial. Embora alguns compostos com efeitos 
antigiardiais tenham sido identificados, os mecanismos de ação raramente foram 
relatados. Um exemplo disso é o galacto-glicerolipídeo isolado da azeda rasteira de 
ervas daninhas (Oxalis curniculata) que foi descrito com ação antigiardial com 
descolamento do trofozoíto, citólise e dano à membrana (MANNA et al., 2010).  
Os polissacarídeos isolados da medicina tradicional chinesa podem ativar ou 
regular os linfócitos T e macrófagos, aumentar a atividade da interleucina e melhorar 
o nível de anticorpos e regular a função imunológica do organismo (ZHAET al., 
2015). O medicamento tradicional mexicano Bursera fagaroides tem sido utilizado 
como um agente anti-inflamatório, e antidiarreico, tem boa atividade contra a 
Giardia. Embora os dados sugiram que este composto interfere na dimerização da 
tubulina (GUTIÉRREZ-GUTIÉRREZ et al., 2017, 2019).  
Os nossos resultados reforçam a importância da realização de outros ensaios 
para explorar uma possível aplicação clínica que permitiria o uso de uma dose 
menor de NTZ e/ou ABZ combinadas com polissacarídeos e, consequentemente, 





7 CONSIDERAÇÕES FINAIS 
 
Nossos dados demonstraram que a combinação de polissacarídeo MRW 
com drogas antiparasitários inibiram potencialmente o crescimento dos parasitas, 
mostrando mais eficácia no tratamento do que as drogas sozinhas. Demostramos 
também que os polissacarídeos não alteraram a viabilidade de células epiteliais 
Caco-2. Além da incapacidade dos parasitas se recuperarem após ser incubados 
com drogas antiparasitárias e polissacarideo. 
Juntos nossos dados sugerem os polissacarídeos como alternativa de 
tratamento, onde a camomila possui outro aspecto importante dentro de suas 






Para melhor interpretar os eventos estudados durante esse trabalho, alguns 
experimentos poderão ser realizados:  
1) Avaliar o tempo de recuperação dos parasitas após incubação com ABZ e 
polissacarideo MRW. 
2) Avaliar o índice de seletividade da droga. 
3) Realizar experimento de “cura”, pretendemos incubar os parasitas aderidos sobre 
células caco-2 com altas concentrações de NTZ e/ou ABZ e combinados com 
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ANEXO 1 – PRODUÇÃO CIENTÍFICA 
 
1) Peptidylarginine Deiminase Inhibition Abolishes the Production of Large 
Extracellular Vesicles From Giardia intestinalis, Affecting Host- Pathogen 
Interactions by Hindering Adhesion to Host Cells 
Bruno Gavinho1, Bruna Sabatke2, Veronica Feijoli3, Izadora Volpato Rossi2, Janaina 
Macedo da Silva3, Ingrid Evans-Osses4, Giuseppe Palmisano3, Sigrun Lange5 and 
Marcel Ivan Ramirez6,7* 
Abstract: 
Giardia intestinalis is a microaerophilic protozoan that is an important etiologic agent 
of diarrhea worldwide. There is evidence that under diverse conditions, the parasite 
is capable of shedding extracellular vesicles (EVs) which modulate the 
physiopathology of giardiasis. Here we describe new features of G. intestinalis EV 
production, revealing its capacity to shed two different enriched EV populations: 
large (LEV) and small extracellular vesicles (SEV) and identified relevant adhesion 
functions associated with the larger population. Proteomic analysis revealed 
differences in proteins relevant for virulence and host-pathogen interactions between 
the two EV subsets, such as cytoskeletal and anti-oxidative stress response proteins 
in LEVS. We assessed the effect of two recently identified inhibitors of EV release in 
mammalian cells, namely peptidylarginine deiminase (PAD) inhibitor and 
cannabidiol (CBD), on EV release from Giardia. The compounds were both able to 
effectively reduce EV shedding, the PAD-inhibitor specifically affecting the release 
of LEVs and reducing parasite attachment to host cells in vitro. Our results suggest 
that LEVs and SEVs have a different role in host-pathogen interaction, and that 
treatment with EV-inhibitors may be a novel treatment strategy for recurrent 
giardiasis. 
 




















2) Unveiling the role of EVs in anaerobic parasitic protozoa  
 




The anaerobic or microaerophilic protozoan parasites such as the enteric human 
pathogens Entamoeba histolytica, Giardia intestinalis, Cryptosporidium parvum, 
Blastocystis hominis and urogenital tract parasites Trichomonas vaginalis are able 
to survival in an environment with oxygen deprivation. Despite living in hostile 
environments these pathogens adopted different strategies to survive within the 
hosts. Among them, the release of extracellular vesicles (EVs) has become an active 
endeavor in the study of pathogenesis for these parasites. EVs are heterogenous, 
membrane-limited structures that have played important roles in cellular 
communication, transferring information through cargo and modulating the immune 
system of the host. In this review, we described several aspects of the recently 
characterized EVs of the anaerobic protozoa, including their role in adhesion, 
modulation of the immune response and omics analysis to understand the potential 
of these EVs in the pathogenesis of these diseases caused by anaerobic parasites. 
Molecular Immunology 133 (2021) 34–43. 
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